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Bienenprüfung von zwei Baculovirus-Präparaten 
Tests of two Baculovirus preparations on honey-bees 
Von A. Gröner, J. Huber, A. Krieg und W. Pinsdorf 
Zusammenfassung 
Virus-Einschließungskörper von zwei Baculoviren, dem Kern­
polyedervirus aus der Kohleule (Mamestra brassicae (L.]) und 
dem Granulosevirus aus dem Apfelwickler (Laspeyresia 
pomonella (L.]) wurden an adulten Bienen (Apis me/Jifera 
(L.]) getestet. Sowohl gereinigte Suspensionen von 5 X 107
Polyedern/ml bzw. 1 x 10 10 Granula/ml als auch 10%ige 
Suspensionen formulierten Spritzpulvers mit einem Titer von 
1,7 X 108 Polyedern/g bzw. 1 X 1011 Granula/g zeigten keine 
nachteilige Wirkung im Verlaufe der ersten 3 Tage nach Füt­
terung, Benetzung, Kontakt oder Exposition gegenüber der 
Gasphase. In einem über 10 Tage laufenden Fütterungsver­
such wurde in einem ersten Test eine Dosis von 10 µl Virus­
suspension (enthaltend 5 X 107 Polyeder/ml bzw. 1 x 10 10 
Granula/ml) pro Biene verabreicht; in einem zweiten Test 
wurde hingege!1 die gleiche Dosis 10 Tage lang täglich appli­
ziert (wodurch sich eine lOmal höhere Gesamtdosis ergibt). In 
beiden Fällen wurde kein schädlicher Einfluß und keine 
pathologische Reaktion bei den Versuchsbienen registriert. 
Somit können diese Viruspräparate zur Bekämpfung von 
Schadinsekten als „nicht bienengefährlich" betrachtet werden. 
Abstract 
Inclusion bodies from two Baculoviruses, the nuclear polyhedrosis 
virus of Mamestra brassicae [L.J and the granulosis virus of Laspey­
resia pomonella [L.J have been tested on adult bees (Apis mel/ifera 
[L.]). Pure suspensions of 5 x 107 polyhedra/ml or 1 x 1010 granula/ 
ml as weil as a 10 per cent suspension of formulated wettable powders 
(with a content of 1,7 x 108 polyhedra/g or 1 X 1011 granula/g) 
induced no harmful effect during the first 3 days after feeding, wetting, 
contact or exposition to the gaseous phase. Additional feeding tests 
were running over a period of 10 days. In one lest a dosis of 10 µ1 virus 
suspension (containing 5 X 107 polyhedra/ml or 1 X 1010 granula/ 
ml) was applied only on the first day of the experiment; in a second 
test, however, the same dosis was fed daily (resulting in a tenfold total 
dosis). In both tests no detrimental or pathogenic effect on bees could 
be detected. Therefore, these virus preparations can be regarded as
"not harmful for bees".
1. Einleitung
Im Rahmen eines vom Bundesministerium für Forschung und 
Technologie geförderten Programmes zur Entwicklung 
umweltfreundlicher Biopräparate zur Schädlingsbekämpfung 
werden zwei Virus/Wirt-Systeme bearbeitet: das Kernpoly­
edervirus ( = NPV) der Kohleule (Mamestra brassicae) und 
das Granulosevirus ( = GV) des Apfelwicklers (Laspeyresia 
pomonella). Beide Viren gehören zum Genus Baculovirus. 
Dieser ist gekennzeichnet durch stäbchenförmige DNS-Virio­
nen mit Peplos, die entweder einzeln (GV) oder zu mehreren 
(NPV) in die Proteinmatrix von Einschließungskörpern inkor­
poriert sind: Granula bzw. Polyeder. In dieser Form gelangen 
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diese Viren im Pflanzenschutz zum Einsatz. Nachdem nun­
mehr die Massenproduktion der relativ stabilen Viren bzw. 
deren Einschließungskörper in vivo problemlos läuft, stehen 
als Spritzpulver formulierte Viruspräparate für Anwendungs­
versuche zur Verfügung (vgl. HUBER u. DICKLER, 1976; GRö­
NER, 1976). Im Zusammenhang mit der Prüfung auf Neben­
wirkungen wurden jetzt beide Viruspräparate auf Bienenwir­
kung geprüft. Die Ergebnisse werden hier vorgelegt. 
2. Material und Methodik
2.1. Virusmaterial 
Kernpolyeder bzw. Granula wurden jeweils in vivo im kompetenten 
Wirt (Raupen des 4. bis 5. Stadiums) produziert. Die Ausbeute an 
Virus-Einschließungskörpern betrug dabei pro Larve maximal 2 X 109 
Polyeder bzw. 1 X 1011 Granula. Eine Reinigung der Polyeder bzw. 
Granula erfolgte durch Zentrifugation (Zonalrotor, Saccharosegra­
dient). Die Einschließungskörper wurden in Phosphatpuffer (pH 7,5) 
aufgenommen und bei -28 °C konserviert. Die Ausganffs-Suspensio­nen enthielten 2,5 X 108 Polyeder/ml bzw. 3 X 10 1 Granula/ml 
beim Toxizitätstest und 2,5 X 108 Polyeder/ml bzw. 5 X 1010 Gra­
nula/ml beim Pathogenitätstest. 
Für eine Anwendung in der Praxis haben wir die Polyeder bzw. 
Granula mit Magermilchpulver als Schutzkolloid lyophilisiert und 
damit gleichzeitig formuliert. Im Sfiritzpulver betrug der Virusliter1,7 X 108 Polyeder/g bzw. 1 X 10 1 Granula/g. Während bei Frei­
landversuchen eine 1 %ige wäßrige Suspension des Spritzpulvers ange­
wandt wird, erfolgte im Bienentest die Prüfung einer 10%igen 
Suspension. 
2.2. Tiermaterial 
Für den Pathogenitätstest (10-Tage-Versuch) und zur Prüfung von 
Kernpolyedern im Toxizitätstest dienten als Versuchstiere Bienen, die 
beim Abflug vor dem Flugloch abgefangen wurden. Für die Prüfung 
der Granula im Toxizitätstest mußten die Versuchstiere wegen der 
fortgeschrittenen Jahreszeit (November/Dezember) von den Randwa­
ben des Stockes abgefegt werden. Die Versuchsvölker waren frei von 
Nosematose. Die Haltung der Bienen während der Versuchszeit 
erfolgte in genormten Kästchen (8,5 x 6 X 4 cm Größe; Vorderseite 
mit einer Glasscheibe, Unterseite reich mit Bohröffnungen versehen), 
welche z. T. mit Filterpapier (Nr. 68 der Firma Macherey-Nagel, 
Düren) ausgekleidet wurden. Jedes Versuchsglied umfaßte drei Käst­
chen mit jeweils 10 Bienen, so daß pro Ansatz insgesamt 30 Bienen in 
den Versuch kamen. Als Futter diente eine 50%ige Zuckerlösung 
(w/w); Versuchstemperatur 21 bis 22 °C; relative Luftfeuchte ca. 50 
bis 70 %; Beobachtungszeit 72 Std. beim Toxizitätstest und 240 Std. 
beim Pathogenitätstest. Ausgewertet wurde durch Berechnung der 
Mortalitätsprozente für das jeweilige Viruspräparat wie für die unbe­
handelte Kontrolle. 
2.3. Applikation 
2.3.1. Toxizitätstest 
Dieser erfolgte entsprechend den vorläufigen Richtlinien der BBA für 
die Prüfung von Pflanzenschutzmitteln auf Bienengefährlichkeit 
(DRESCHER et al., 1976). Obwohl nur der Fütterungstest für die 
Prüfung von Viruspräparaten relevant sein dürfte, wurden alle vorge-
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schriebenen Tests durchgeführt, da eine entsprechende Nebenwirkung 
durch Beistoffe bedingt sein könnte. 
2.3.1.1. Wirkung nach Fütterung 
Zur Prüfung auf Wirkung nach Fraß werden die Versuchsbienen nach 
einer gewissen (je nach Jahreszeit) bis zu max. 90minütigen Hunger­
zeit einzeln mit je 10 µl einer 50%igen Zuckerlösung gefüttert 
(Pipette!), in der das Prüfmittel in entsprechender Konzentration 
enthalten ist. Später wird den Versuchstieren, wie den Kontrollbienen, 
reine Zuckerlösung zur freien Aufnahme geboten. 
2.3.1.2. Wirkung nach Benetzen 
Die entsprechende Prüfung erfolgte in Bienenkäfigen mit Drahtgaze­
gitter. Durch dieses Gitter werden die Bienen aus einer Entfernung 
von 10 cm mit Hilfe eines Zerstäubers möglichst gleichmäßig benetzt. 
Pro Kästchen wird jeweils 1 ml einer wäßrigen Suspension ausge­
bracht. - Die Kontrolltiere werden mit Wasser benetzt. 
2.3.1.3. Wirkung nach Kontakt 
Bei der Prüfung auf Wirkung nach Dauerkontakt werden 150 cm 2 
gefaltetes Filterpapier mit der Virussuspension getränkt, dann an der 
Luft trocknen gelassen und in die Prüfkästchen eingebracht, welche 
anschließend mit Bienen besetzt werden. - Als Kontrolle dient was­
sergetränktes Filterpapier. 
2.3.1.4. Wirkung über die Gasphase 
Zu der entsprechenden Prüfung wird Filterpapier mit dem Prüfmittel, 
hier Virussuspension, satt getränkt und das behandelte Papier in eine 
Petrischale gelegt. Die Kästchen mit jeweils 10 Bienen werden wäh­
rend der Versuchszeit so auf eine offene Petrischale gelegt, daß sich 
die Lauffläche der Bienen 1 bis 2 cm über dem Papier in der Schale 
befindet. - In der Kontrolle wird wassergetränktes Filterpapier ver-
w�d�. 
2.3.2. Pathogenitätstest 
Dieser Test wurde als Fütterungsversuch mit adulten Bienen durchge­
führt, da insektenpathogene Viren ihre Wirte ausschließlich per os 
infizieren. Er wurde (im Gegensatz zum entsprechenden Toxizitätstest 
- s. o.) auf eine Zeitspanne ausgedehnt, in der sich einerseits eine 
Infektion in sensitiven Wirten manifestieren kann und andererseits 
Bienen in der gewählten Versuchsanordnung noch ohne große Aus­
fälle halten lassen. Wir entschieden uns für eine Versuchszeit von
10 Tagen. Den Bienen wurden jeweils 10 µl einer Virussuspension
bestimmter Konzentration in 50%iger Zuckerlösung verfüttert. Dabei
erhielten die Bienen im ersten Test zu Beginn nur je einmal eine Dosis 
von 10 µl. In einem zweiten Test bekamen die Bienen diese Dosis 
jedoch jeden Tag appliziert; sie erhielten damit eine Gesamtdosis, die
lOmal höher lag als im ersten Test.
3. Ergebnisse
3.1. Toxizitätstest 
Die Resultate der Laboratoriumsprüfung unserer Viruspräpa­
rate sind in Tab. 1 dargestellt. - Bei den verschiedenen Ansät­
zen zur Erfassung von Fraß-, Benetzungs- und Kontakt-Wir­
kung sowie der Wirkung einer „Gasphase" ließ sich auch in 
der lüfachen Anwendungskonzentration keine toxische Schä­
digung der Bienen nachweisen. Speziell bei der peroralen 
Applikation lag der no-effect-level bei allen geprüften 
Suspensionen über 10 µ1/Biene. - Die geringe, hier jedoch 
bedeutungslose Mortalität bei der Prüfung der Granula-Prä­
parate, welche bemerkenswerterweise gehäuft in den unbe­
handelten Kontrollen auftrat, ist vor allem darauf zurückzu­
führen, daß in diesem Fall der Test mit Bienen durchgeführt 
wurde, die sich bereits in Winterruhe (Dezember!) befanden. 
3.2.Pathogenitätstest 
Nach Ablauf von 10 Tagen bewirkte weder eine Einmaifütte­
rung noch eine Dauerfütterung der Bienen mit den entspre­
chenden Virus-Einschließungskörpern eine pathologische 
Reaktion. Im Dauerfütterungsversuch lag der no-effect-level 
bei den geprüften Suspensionen somit über 100 µ]/Biene 
Tabelle 1. Prüfung auf toxische Wirkung von Kernpolyedern (NPV) und Granula (GY) an jeweils 30 Flugbienen 
(Beobachtungszeit 72 Stunden). 
Mortalitätsprozente nach 
Viruspräparat Titer Ver- Fütterung Benetzung Kontakt Exposition dünnung (Gasphase) 
Test Kontr. Test Kontr. Test Kontr. Test Kontr. 
NPV-Suspension 2,5 X 108 P/ml 1 : 5 0 0 0 0 0 0 0 0 
1:5 0 0 0 0 0 0 0 0 
NPV-Spritzpulver 1,67 X 108 P/g 1 : 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
1 : 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
GY-Suspension 3X 1010 G/ml 1 : 3 0 3 0 3 0 3 3 0 
1:3 0 0 0 0 0 0 0 3 
GY-Spritzpulver 1 X 10 11 Gig 1: 10 0 0 0 0 10 3 3 3 
1 : 10 0 7 0 3 0 0 3 7 
Tabelle 2. Prüfung auf pathogene Wirkung von Kernpolyedern (NVP) und Granula (GV) an jeweils 30 Flugbienen 
(nach 120 und 240 Stunden) im Einzel- und Dauerfütterungsversuch. 
Ver- Mortalitätsprozente nach Viruspräparat Titer dünnung Dosis pro Biene 120 Stunden 240 Stunden Test Kontr. Test Kontr. 
NPV-Suspension 2,5 X 108 P/ml 1 : 5 10 µl 10 0 10 0 
1 : 5 10 µl 7 10 10 10 
NPV-Suspension 2,5 X 108 P/ml 1 : 5 10Xl0 µl 3 0 3 0 
1 : 5 10Xl0 µl 3 7 3 13 
G V-Suspension 5 X 1010 G/ml 1:5 10 µl 0 3 7 3 
1:5 10 µl 7 7 7 7 
GY-Suspension 5 X 10 10 G/ml 1 : 5 10X10µ1 0 0 0 0 
1 : 5 lOXlOµl 7 7 7 13 
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(Tab. 2). Beim Fütterungsversuch mit Kernpolyedern lag die 
Mortalität in zwei Fällen höher als im Vergleich zur unbehan­
delten Kontrolle. Diesem Befund ist aber offenbar keine 
große Bedeutung beizumessen, da im Wiederholungs-Test 
eine vergleichbare oder sogar höhere Mortalität auch bei den 
Kontrollbienen auftrat. 
4. Diskussion
Im Zusammenhang mit einem früheren Virusprojekt 
(Bekämpfung von Blattwespen mit spezifischem Kernpolye­
dervirus) waren Kernpolyeder aus infizierten Larven von Neo­
diprion sertifer (Geoffr.) in einer Konzentration von 107 
Polyeder/ml Zuckersirup (50 % w/w) an Flugbienen verfüttert 
worden. Der Test zeigte nach 9 Tagen keine zusätzliche Mor­
talität und bewirkte auch keinerlei Beeinträchtigung der Bie­
nen (Versuch von 1958; KRIEG, unpubliziert). Dieser Befund 
ist insofern bedeutsam, als Blattwespen und Bienen der glei­
chen Ordnung (Hymenoptera) angehören. Auf diese Weise 
wird die hohe Wirtsspezifität des Blattwespen-Virus klar 
demonstriert. Diese Ergebnisse konnten u. a. von KNOX 
(1970) bestätigt werden, der mit dem gleichen Blattwespen­
Virus in einer Dosis von 10 10 Polyedern/Bienenwabe ebenfalls 
keinen negativen Einfluß auf die Honigbiene fand. Dabei 
wurden die angegebenen Mengen von Kernpolyedern, in 
200 ml Zuckersirup (50 % w/w) suspendiert, an Bienen einer 
Versuchswabe verfüttert. Die Beobachtungszeit betrug hier 
sogar 4 Monate. - Gleichfalls keine Wirkung auf Bienen fand 
KNOX unter den gleichen Bedingungen bei Verwendung von 
Granulosevirus aus dem Apfelwickler (Laspeyresia pomo­
nel/a) und von Kernpolyedervirus aus der Amerikanischen 
Gemüseeule (Trichoplusia ni), welche in der Nearktis jene 
ökologische Nische einnimmt, die in der Paläarktis von unse­
rer Kohleule (Mamestra brassicae) ausgefüllt wird. Geprüft 
wurden auch diese Baculoviren in einer Dosis von 10 10 Gra­
nula/Wabe bzw. 10 10 Polyedern/Wabe. 
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Obwohl somit von vornherein eine Bienengefährdung durch 
die in unserem Forschungsprogramm bearbeiteten Baculovi­
ren nicht zu erwarten war, ist eine Bienenprüfung entspre­
chend den amtlichen Richtlinien der BBA die Voraussetzung 
für die Zulassung derartiger Biopräparate als Pflanzenschutz­
mittel. Deshalb wurde ein entsprechender Toxizitätstest an 
Bienen mit den beiden von uns bearbeiteten Baculoviren 
durchgeführt, und zwar sowohl mit der Virus-Ausgangs­
suspension als auch mit den Spritzpulver-Präparaten, die von 
uns im Freiland verwendet wurden. 
Nach Applikation von Kernpolyedern trat bei den Bienen 
keine Mortalität auf und nach Applikation von Granula keine 
von der unbehandelten Kontrolle abweichende Sterblichkeit. 
Somit sind die geprüften Viruspräparate als nicht bienenge­
fährlich zu betrachten. Von dieser Seite wird also ihre Anwen­
dung im Feld nicht eingeschränkt. Eine zusätzlich durchge­
führte Prüfung auf Bienenpathogenität im 10-Tage-Test als 
Einmal- und Dauerfütterungstest bestätigte die Unbedenk­
lichkeit unserer für bestimmte Lepidopteren spezifische Bacu­
loviren gegenüber der Honigbiene. 
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